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Введение 

Высокопатогенный грипп птиц (ВПГИ) 
— острая контагиозная системная вирусная 
инфекция домашних и диких птиц, харак- 
теризующаяся общим угнетением, отека- 
ми, множественными кровоизлияниями 
и поражениями внутренних органов, моз- 
га и кожи. Смертность птиц, особенно мо- 
лодняка, может достигать 100%. Возбу- 
дителем заболевания является РНК-со- 
держащий вирус с сегментированным ге- 
номом семейства Опйотухомтаае, рода 
тПиепзаеу!га$, типа А [2,4]. 

Дикие птицы, принадлежащие к от- 
рядам гусеобразных (различные виды 
уток, гусей и лебедей) и ржанкообразных 
(включая чаек), являются природным ре- 
зервуаром вируса гриппа. На сегодня за- 
регистрировано 105 видов диких птиц, 
принадлежащих к 26 семействам, от кото- 
рых был выделен вирус [4, 9]. Также уста- 
новлены случаи инфицирования вирусом 
гриппа А птиц различных животных: сви- 
ней, лошадей, норок, морских млекопита- 
ющих и др. [3, 6]. 

Большинство штаммов вируса, вы- 
звавших вспышки ВПГП среди домашних 
птиц, относится к Н5 и Н7 подтипам. Од- 
нако не все штаммы данных подтипов вы- 
сокопатогенны, и одновременно они мо- 
гут быть авирулентны для диких птиц. Ис- 
пользуя молекулярно-генетические мето- 
ды диагностики, такие, как ПЦР и нуклео- 
тидное секвенирование фрагмента генома 
вируса, кодирующего сайт нарезания бел- 


ка гемагглютинина (НА), можно предпо- 
ложить вирулентность исследуемого изо- 
лята вируса гриппа. Таким образом, гемаг- 
глютинин лишь частично определяет пато- 
генные свойства [2, 13]. Решающее значе- 
ние при изучении биологических свойств 
имеют эксперименты с использованием 
лабораторных животных. Согласно МЭБ, 
определение индекса патогенности (ТУРГ) 
позволяет охарактеризовать изолят виру- 
са как высокопатогенный (ТУРТ > 1,2) или 
низкопатогенный (ТУРТ < 1,2) [10]. 

Целью настоящей работы явилось изу- 
чение биологических свойств изолятов ви- 
руса гриппа А/са/азезйап/87/2006 НУМ1 
и А/сЫсКеп/Уо202та4/236/2006 Н5М1, вы- 
деленных в Российской Федерации при 
вспышках заболевания в 2006 году. 

Материалы и методы 

Вирус. В работе были использованы 
изоляты вируса гриппа типа А: 

- А/са/Равезап/87/2006 Н5М1, выде- 
ленный в феврале 2006 года из патологи- 
ческого материала от погибшего домаш- 
него кота (п. Шамхал, Республика Дагес- 
тан); 

- А/сЫскеп/У\Уоортаа/236/2006 НУМТ, 
выделенный в марте 2006 года из патоло- 
гического материала от кур (х. Веселый 
Котельниковского района Волгоградской 
области). 

Лабораторные животные. При опре- 
делении ГУР]Г инокулировали 6-недельных 
СПФ-цыплят, не иммунных к вирусу ГП. 

Выделение вируса. Вирусовыделение 
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проводили на 9-11-суточных СПФ-кури- 
ных эмбрионах (КЭ) (10). Из патологи- 
ческого материала готовили 10% суспен- 
зию на фосфатно-буферном растворе (рН 
7,2-1,4) и вводили в аллантоисную полость 
КЭвобъёме 0,2 смз. Эмбрионы, погибшие 
после 24 ч инкубации и более, использо- 
вались для сбора экстраэмбриональной 
жидкости (ЭЭЖ) и проведения дальней- 
ших исследований. 

Определение индекса патогенности. 
Для определения ГУРГ использовали об- 
щепринятую методику [10]. Исследуемую 
вируссодержащую ЭЭЖ в разведении 1:10 
на стерильном физиологическом растворе 
вводили внутривенно десяти 6-недельным 
неиммунным цыплятам в дозе 0,1 смз. За 
птицами осуществляли ежесуточное на- 
блюдение в течение 10 суток и учитывали 
клиническое состояние каждой птицы при 
помощи коэффициента: 0 — птица клини- 
чески здорова; 1 — больная (отмечены при- 
знаки развития заболевания, такие, как уг- 
нетение, отказ от корма и воды, цианоз ко- 
жи или ее производных, нарушения со сто- 
роны респираторного или пищеваритель- 
ного тракта, нервные явления); 2 — тяжело- 
больная (одновременно наблюдаются не- 
сколько ярких клинических признаков ин- 
фекции); 3 — птица погибла. Погибшим пти- 
цам присваивали коэффициент 3 ежеднев- 
но, вплоть до десятых суток опыта. Индекс 
патогенности вычисляли по формуле: 

10 


У`(Б,-1+ТБ, -2+ П, 3) 
ГИР = -= ‚где 


10. № 


Б;-— число больных в сутки & 
ТБ,- число тяжелобольных в сутки 1, 
П;-— число погибших в сутки & 
М№ - общее число птиц в эксперименте 
РГА и РТГА. РГА и РТГА проводили по 
общепринятой методике с использовани- 
ем панели специфических сывороток к ви- 
русу гриппа А птиц подтипов Н5М1 (ФГУ 
«ВНИИЗЖ»), Н7М1, Н9М2 (Институт зо0- 
профилактики, г. Венеция, Италия), нью- 
каслской болезни (ФГУ «ВНИИЗЖ»). В 
качестве положительного контроля в РТ- 
ГА использовали антиген вируса гриппа 
подтипа Н5М1 (ФГУ «ВНИИЗЖ») [10]. 
Результаты и обсуждение 
Для выделения вируса из пробы пато- 
логического материала от кур исследуе- 
мой суспензией инокулировали 10-суточ- 
ных КЭ, гибель эмбрионов регистрирова- 
ли в течение 24-48 ч. После введения сус- 
пензии внутренних органов (головной мозг, 


легкие, трахея, печень, почки) от погибше- 
го кота в аллантоисную полость гибель 
всех инокулированных КЭ произошла в 
течение 24 ч инкубации, и собранная ЭЭЖ 
имела титр в РГА 1:2-1:4, что потребова- 
ло проведения дополнительного пассажа. 
В результате проделанной работы удалось 
выделить изолят А/са/Разез(ап/87/2006 
Н5М1 с титром в РГА 1:512, и гибель всех 
КЭ произошла в течение 24-48 ч инкуба- 
ции. На тушках эмбрионов наблюдали 
многочисленные кровоизлияния, особенно 
интенсивные в области головы. Результа- 
ты РТГА с ЭЭЖ, полученной после виру- 
совыделения, представлены в табл. 1. 

Исследуемые в РТГА пробы не взаи- 
модействовали со специфическими сыво- 
ротками к вирусу гриппа подтипов Н7М1, 
Н9М2 и ньюкаслской болезни. Как вид- 
но из представленных данных, выделен- 
ные гемагглютинирующие агенты реаги- 
ровали только с положительной сыворот- 
кой против вируса гриппа подтипа Н5М1. 
Кроме того, выделение вируса ГП подти- 
па Н5М1 из патологического материала на 
СПФ-куриных эмбрионах возможно в те- 
чение 24-48 ч после инокуляции. 

Вирулентность каждого изолята для 
птиц устанавливали путем определения 
индекса патогенности. При клиничес- 
ком осмотре внутривенно инокулирован- 
ных цыплят наблюдались признаки ост- 
рой системной инфекции: отказ от кор- 
ма и воды, гиподинамия, затрудненное ды- 
хание, цианоз гребня, бородок и лап, ко- 
нъюнктивиты, отеки в области головы и 
шеи. Также удалось наблюдать нервные 
явления у отдельных цыплят: тремор, за- 
прокидывание головы и нарушение коор- 
динации движений, предшествующие их 
гибели. Результаты клинического осмот- 
ра, учет гибели птиц и определение ГУРТ 
представлены в табл. 2. 

Согласно полученным результатам, 
данные изоляты вируса гриппа типа А яв- 
ляются высокопатогенными. В каждом 
эксперименте клинические признаки за- 
болевания у большинства птиц отмеча- 
ли уже спустя сутки после внутривенно- 
го введения вирусосодержащей жидкос- 
ти, и в интервале 1-3 суток регистрирова- 
ли гибель всех цыплят, что позволяет су- 
дить об остром течении болезни. При па- 
толого-анатомическом вскрытии отмеча- 
ли отек и цианоз кожи, гребня, бородок 
и лап, конъюнктивиты, геморрагические 
поражения в различных внутренних орга- 
нах, в том числе в головном мозге, гипере- 
мию и отек легких. 
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Таблица 1 
Результаты РТГА с экстраэмбриональной жидкостью 
Специфическая сыворотка крови 
Исследуемая проба РГА кур к вирусу гриппа подтипа Н5М1 Контроль -2 
Контроль +1 1:128 1:256 -3 
А/са/Раре${ап/87/2006 Н5М1 1:512 1:256 - 
А/сЫскеп/Уо!20рта4/236/2006 Н5М1 1:32 1:256 - 
1 - антиген вируса гриппа птиц диагностический подтипа Н5М1; 
2 - нормальная сыворотка крови кур; 
3 - отрицательная реакция 
Таблица 2 


Результаты наблюдения за птицами после заражения 


Время наблюдений, сут. 


Исследуемый | Клиническое ТУР 
изолят состояние птиц | | 2 З 4 5 6 7 $ 9 10 
Здоровые - - - - - В - 2 ы в 
Больные - - и Е - г Е Е ы - 
№1 2,98 
Тяжелобольные| 2 - - ы - > в т. - - 
Погибшие 8 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
Больные 1 1 - Е - ы 2 ы: : ь 
№2 2,88 
Тяжелобольные | 5 - - Е Е Е р 2 - ь 
Погибшие З 9 10 10 10 10 10 10 10 10 


№1- А/са/Расе${ап/87/2006 Н5М1; 
№ 2 - А/сШсКеп/Уо]202та4/236/2006 Н5М1; 


- - данному критерию не удовлетворяет ни одна из птиц 


Кроме того, наши предыдущие иссле- 
дования, проведенные в 2005 году, характе- 
ризовали ранее выделенный при вспышке 
в Новосибирской области изолят А/Чиск/ 
Моуо$ЬиК/2/2005 Н5М1 как высокопато- 
генный (ТУР1=2,87) [1]. Таким образом, в 
2006 году вирус гриппа подтипа Н5М1 со- 
хранил чрезвычайно высокую степень па- 
тогенности. 

При изучении вирулентности изолята 
А/са/Разез{ап/87/2006 Н5М1 для цыплят 
индекс патогенности имел крайне высо- 
кое значение (ТУР[=2,98), и большинс- 
тво птиц в эксперименте погибло в тече- 
ние 24 ч после заражения. Данный изо- 
лят был выделен при вспышке заболева- 
ния ВПГП среди диких и домашних птиц 
в Республике Дагестан, из внутренних 
органов погибшего кота, что позволяет 
предположить репродукцию вируса в ор- 
ганизме животного. Ранее было экспери- 
ментально установлено [11, 14], что виру- 
сы гриппа человека и птиц способны ин- 
фицировать кошек, но появления каких- 
либо клинических признаков, а тем бо- 
лее гибели при этом не наблюдали. Одна- 
ко совсем недавно появились сообщения 
о том, что вирус гриппа А птиц подтипа 


Н5М1 вызвал заболевание и гибель тиг- 
ров и леопардов в зоопарке в Таиланде [5, 
7], кошек в Германии [8] и Австрии [12]. 
Данные факты подчеркивают возмож- 
ность преодоления межвидового барье- 
ра, инфицирования и гибели кошачьих, а 
потенциально, и других млекопитающих 
вследствие заражения вирусом подтипа 
Н5М1. В результате выполненной работы 
сложно утверждать что инфекция, вы- 
званная изолятом А/са/Разе${ап/87/2006 
Н5М1, послужила причиной гибели кота 
в Дагестане, но сам факт выделения вы- 
сокопатогенного вируса гриппа А от мле- 
копитающего на фоне продолжающей- 
ся эпизоотии среди птиц в мире требует 
дальнейшего и всестороннего изучения 
этого опасного заболевания. 
Выводы 

Изучены биологические свойства изо- 
лятов вируса гриппа типа А, изолиро- 
ванных от разных видов животных при 
вспышках заболевания в Российской Феде- 
рации в течение 2006 года. После инокуля- 
ции СПФ-куриных эмбрионов суспензией 
патологического материала были выделе- 
ны изоляты А/са/Дасе${ап/87/2006 НМ и 
А/сЫскеп/Уо02та4/236/2006 Н5М1. Гибель 
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всех инокулированных КЭ произошла в 
течение 24-48 ч, ив РТГА данные изоляты 
взаимодействовали только со специфичес- 
кой сывороткой к вирусу гриппа А подти- 
па Н5М1. По результатам определения ГУ- 


РТ данные изоляты охарактеризованы как 
высокопатогенные. Изучены клинические 
признаки и патолого-анатомические изме- 
нения при гриппе у цыплят, установлено 
острое течение болезни. 


РЕЗЮМЕ 

Проведено изучение биологических свойств изолятов вируса гриппа подтипа Н5М1, выделенных на 
территории Российской Федерации в 2006 году. Вирус был изолирован на СПФ-куриных эмбрионах 
и типирован в РТГА. По результатам определения индексов патогенности изоляты признаны высо- 
копатогенными. Изучены клинические признаки болезни и течение инфекции у цыплят. 


ЗОММАКУ 

Вююзса! свагасет5йс$ оГауап шЙцепта А уйгис 150]абе5$, гесоуегей т Фе ВКизап Еедегайоп феггйое5 
ш 2006, ууеге зи@еа. ТВе уйгис уаз 1501 4е4 т РЕ сЫсКеп ешргуо$ апа зи уре@ Бу Пета? ийпайоп т- 
ШБ оп 1е$6. ТВе ГУРГ уаше5 Четопзи'е4 Ша 150] а{е5 ууеге ШоШу ра®огеше. СШиса! $215 апа Фе @5- 
еазе сошезе ш сысК$ ууеге зфиае4. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ГЕНОТИПА И СТЕПЕНИ 
ПАТОГЕННОСТИ ИЗОЛЯТА ВИРУСА 
ИНФЕКЦИОННОГО БРОНХИТА КУР 


Введение 

Инфекционный бронхит кур (ИБК) 
наносит существенный экономический 
ущерб промышленному птицеводству. Ан- 
тигенная структура вируса ИБК чрезвы- 
чайно изменчива, что затрудняет вакци- 
нопрофилактику данного заболевания [1]. 
Поэтому выделение, генетическая иден- 
тификация возбудителя, определение его 
биологических свойств и эпизоотичес- 
кой роли являются актуальной задачей. В 
ФГУ «ВНИИЗЖ, исследуются пробы па- 


тологического материала, которые пос- 
тупают из птицехозяйств разных регио- 
нов России и ближнего зарубежья. На ос- 
новании молекулярно-генетических и се- 
рологических методов установлено, что 
большинство выявляемых изолятов виру- 
са ИБК относится к широко распростра- 
ненному в России серотипу Массачусетс 
[3, 5, 7]. Однако за последний период вре- 
мени на территории РФ стали выявляться 
изоляты вируса ИБК, генетически и анти- 
генно отличающиеся от ранее встречав- 
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